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Het proefschrift beschrijft gene-
tisch onderzoek aan Phytophthora
infestans, de veroorzaker van de
aardappelziekte. Deze ziekte leidde
tot desastreuze opbrengstverliezen
in 1845 met als gevolg dat zich een
hongersnood ontwikkelde die ruim
één miljoen mensen in West Euro-
pa, met name in Ierland, het leven
zou kosten. Nog steeds is de aard-
appelziekte één van de meest ge-
vreesde plantenziekten. De jaarlijk-
se wereldwijde schade wordt
geschat op drie miljard dollar en in
Nederland wordt 50% van de che-
mische gewasbeschermingsmidde-
len ingezet om deze ziekte te be-
strijden. Omdat P. infestans zo’n
groot probleem vormt voor de
aardappelteelt is de afgelopen de-
cennia veel onderzoek verricht aan
P. infestans en aan natuurlijke resis-
tentie tegen deze ziekteverwekker
in verwante soorten van aardappel.
Helaas zijn de tot nu toe gebruikte
resistenties alleen effectief geble-
ken tegen specifieke stammen van
P. infestans. Stammen die in staat
zijn de resistentie te omzeilen zijn
virulent en stammen die niet in
staat zijn een aardappelplant met
het betreffende resistentiegen aan
te tasten worden avirulent ge-
noemd. Het gebruik van deze
stammen-specifieke resistentie in
aardappel kent grote beperkingen.
In het veld zijn meestal meerdere 
P. infestans stammen aanwezig,
waaronder virulente stammen die
zich razendsnel kunnen vermeer-
deren en zware schade aan het
gewas kunnen toebrengen. Hoe 
P. infestans zich onder natuurlijke
omstandigheden aanpast aan
resistente aardappelrassen is on-
duidelijk en ook is weinig bekend
over de overerving van de genen
die verantwoordelijk zijn voor deze
stammen-specifieke (a)virulentie
in P. infestans. Dit is dan ook één






Door het DNA van twee ouder-
stammen en hun geslachtelijke
nakomelingen te karakteriseren
aan de hand van zogenaamde vin-
gerafdrukken, en DNA fragmenten
die uitsplitsen in het nakomeling-
schap (merkers) te analyseren is
het mogelijk om de overerving van
genen en merkers in kaart te bren-
gen (Figuur 1). Het proefschrift be-
gint met een technische beschrij-
ving van AFLP als methode om
een dergelijke vingerafdruk van
het DNA van P. infestans te maken.
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Figuur 1. AFLP-DNA vingerafdrukken van Phytophthora infestans. In de
laan gemarkeerd met A1 is de vingerafdruk van de A1 ouderstam 80029
zichtbaar, in laan A2 de vingerafdruk van de A2 ouderstam 88133. De 24
lanen gemarkeerd met ‘F1 progeny’ zijn AFLP-DNA vingerafdrukken van
24 geslachtelijke nakomelingen van de twee ouderstammen. Links staan
de codes van de merkers die uitsplitsen in de nakomelingen.
De AFLP methode heeft een hoog
onderscheidend vermogen en is
reproduceerbaar: klonale vegeta-
tieve nakomelingen die werden ge-
genereerd van zoösporen afkom-
stig van de twee stammen die
gebruikt zijn als ouders voor een
kruising, bleken identieke DNA
vingerafdrukken te hebben. Deze
analyse liet ook zien dat de ouders
genetisch uniform zijn hetgeen be-
langrijk is voor het overervingson-
derzoek. Als in de nakomelingen
DNA merkers vaker dan op grond
van toeval verwacht mag worden,
samen voorkomen zijn deze mer-
kers aan elkaar gekoppeld. Zo werd
de eerste genetische koppelings-
kaart van P. infestans gemaakt be-
staande uit 190 DNA merkers ver-
deeld over tien samengestelde en
zeven ouder-specifieke koppe-
lingsgroepen. Het A1 paringstype
bleek dominant te zijn over het A2
paringstype en merkers die exclu-
sief gekoppeld zijn met het A1 pa-
ringstype komen veel vaker voor
(7:1) dan op grond van toeval ver-
wacht mag worden (1:1).
Het karteren van
avirulentiegenen
De koppelingskaart werd vervol-
gens gebruikt om stammen-speci-
fieke avirulentiegenen te positio-
neren. Om merkers te vinden die
nauw gekoppeld zijn met avirulen-
tie werd DNA van, enerzijds, een
aantal avirulente nakomelingen
en, anderzijds, een aantal virulen-
te nakomelingen bij elkaar ge-
voegd. Vervolgens werden de vin-
gerafdrukken van deze verzamelde
DNA monsters met elkaar vergele-
ken. In totaal werd voor vijf aviru-
lentiegenen koppeling met ruim
25.000 AFLP fragmenten bekeken.
Voor één avirulentiegen werden
geen verzamelde DNA monsters
geanalyseerd maar werd alleen ge-
keken naar koppeling met wille-
keurige merkers. Voor deze zes ge-
nen bleek, zoals verwacht,
avirulentie dominant te zijn over
virulentie. Voor alle zes werden ge-
koppelde merkers gevonden waar-
mee ze geplaatst konden worden
op de genetische kaart: Avr1 op
koppelingsgroep IV, Avr2 op VI,
Avr4 op A2-a, en Avr3, Avr10 en
Avr11 als een cluster op koppe-




Hoofdstuk vier van het proefschrift
beschrijft de constructie van een
bank van grote DNA fragmenten
van één van de nakomelingen uit
de kruising beschreven in hoofd-
stuk twee. Deze nakomeling is vi-
rulent op het ras Bintje, één van de
meest gebruikte aardappelrassen
in Nederland, maar is niet virulent
op aardappelrassen met de resis-
tentiegenen R1, R2, R3, R4, R10 of
R11 en zal daarom de zes corres-
ponderende avirulentiegenen be-
vatten. De grootte van de geklo-
neerde DNA fragmenten en de
representatie van verschillende re-
gio’s van het genoom in deze bank
worden beschreven. Tevens wordt
er een vergelijking gemaakt tussen
de fysische en de genetische af-
stand in de chromosoomregio
waar het Avr3-Avr10-Avr11 cluster
gepositioneerd is. Tenslotte wor-
den de mogelijkheden besproken
om deze avirulentiegenen te iden-
tificeren uitgaande van hun positie
op de genetische koppelingskaart.
Analyse van de Avr3-
Avr10-Avr11 cluster
in veldisolaten
Hoofdstuk vijf beschrijft een nade-
re karakterisering van de chromo-
soomregio waarop het Avr3-Avr10-
Avr11 cluster ligt. De regio werd
geanalyseerd in twee kruisings-
populaties en in een groot aantal
veldisolaten uit verschillende jaren
en regio’s. Deze analyse werd ge-
start toen bleek dat, tegen de ver-
wachting in, negentien nauw ge-
koppelde merkers zich op
hetzelfde chromosoom bevonden
als het Avr3-Avr10-Avr11 avirulen-
tiegen cluster. Dit wijst op een
chromosomale deletie op het zus-
terchromosoom maar dat is met
AFLP merkers moeilijk te bepalen.
Daarom werden de merkers nader
gekarakteriseerd zodat ook analy-
se van de complementaire regio
mogelijk zou worden. Veel merkers
bleken gerepeteerde sequenties te
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Figuur 2. Genetische kaarten van koppelingsgroepen met avirulentiege-
nen. Rechts staan de merkers, links de cumulatieve kaartafstanden in cen-
tiMorgans. (A) Koppelingsgroep IV met Avr1. (B) Koppelingsgroep VI met
Avr2. (C) Koppelingsgroep VII met Avr3-Avr10-Avr11. (D) Koppelingsgroep
A2-a met Avr4.
bevatten en konden daarom niet
omgezet worden in een benodigde
unieke merker. Enkele merkers
waaronder M5.1 bleken wel uniek.
Voor merker M5.1 was geen com-
plementair stuk DNA in de viru-
lente ouder te vinden: de M5.1
regio bleek alleen aanwezig te zijn
in de avirulente ouder en in aviru-
lente nakomelingen. Dit geeft aan
dat er in de virulente ouder inder-
daad een deletie voorkomt en dat
deze deletie ook op één van de
twee chromosomen van de aviru-
lente ouder voorkomt. In een
groot gedeelte van de veldisolaten
(37%) werd ook een deletie in deze
chromosoomregio gevonden en er
is een duidelijke correlatie tussen
de afwezigheid van merker M5.1
en de virulentie op aardappellij-
nen met de resistentiegenen R3,
R10 of R11. De correlatie met viru-
lentie was het hoogst op aardap-
pellijnen met het resistentiegen
R11, een gen dat in tegenstelling
tot de resistentiegenen R3 en R10,
nooit in populaire aardappelras-
sen werd geïntroduceerd, zodat de
P. infestans populatie zich daaraan
niet kon aanpassen. Mogelijk is vi-
rulentie voor R11 in P. infestans
meegelift met selectie voor viru-
lentie op aardappelrassen met R3
en R10. Dit heeft grote gevolgen
voor veredelingsstrategieën die er-
op gericht zijn duurzame resisten-
tie te verkrijgen door het stapelen





In hoofdstuk zes wordt de overer-
ving van DNA merkers in twee
kruisingspopulaties beschreven.
Er werden twee koppelingskaarten
met een hoge merkerdichtheid ge-
genereerd. De eerste koppelings-
kaart is een uitbreiding en verfij-
ning van de in hoofdstuk twee
beschreven koppelingskaart en
bestaat uit 508 merkers verdeeld
over dertien samengestelde en
tien ouder-specifieke koppelings-
groepen. Door het grotere aantal
merkers komt de clustering van
merkers, met name van dezelfde
ouder of hetzelfde chromosoom,
veel prominenter naar voren dan
bij de eerste kaart. Ook laat de
kaart een discrepantie zien tussen
de beide ouders in de koppeling
van merkers op koppelingsgroep
III hetgeen wijst op een transloca-
tie op dit chromosoom. De tweede
kaart, gebaseerd op de koppelings-
analyse van een andere kruising, is
meer gefragmenteerd. Toch kan
een aantal koppelingsgroepen van
beide kaarten geïntegreerd wor-
den op basis van AFLP merkers
met dezelfde mobiliteit en intensi-
teit. In het algemeen komen de
merkers in dezelfde volgorde voor
en op vergelijkbare afstanden,
maar in een aantal gevallen zijn
grote afwijkingen geconstateerd
hetgeen wederom wijst op chro-
mosoomtranslocaties. Gedetail-
leerde analyse van de nakomelin-
gen laat bovendien zien dat een
deel van de nakomelingen trisoom
is: zij bevatten drie in plaats van de
gebruikelijke twee homologe chro-
mosomen. Deze trisome nakome-
lingen zijn kennelijk niet beperkt
in vitaliteit omdat ze nog steeds in
staat zijn aardappelplanten aan te
tasten. De frequentie van trisomen
in twee onafhankelijke nakome-
lingschappen wijst er op dat het
voorkomen van trisomen geen uit-
zonderlijke gebeurtenis is. 
Conclusies en
vooruitblik
Dit onderzoek heeft geresulteerd
in de eerste gedetailleerde geneti-
sche koppelingskaart van P. infes-
tans. Ook heeft het laten zien dat
overerving in P. infestans niet altijd
volgens verwachting verloopt. De
aangetoonde trisomen, deleties en
chromosoomtranslocaties wijzen
op een aanzienlijke flexibiliteit van
het genoom. Waarschijnlijk komen
trisomen ook voor in veldisolaten
en zijn mogelijk mede bepalend
voor de genetische variabiliteit van
de P. infestans populatie. Het on-
derzoek onderstreept de noodzaak
om bij resistentietoetsen altijd
meerdere P. infestans isolaten te
testen en om de samenstelling van
de veldpopulatie voortdurend te
blijven volgen.
De merkers en de genetische
koppelingskaart vormen een uit-
stekende basis voor verder onder-
zoek. De leerstoelgroep Fytopa-
thologie richt zich nu op het
kloneren van avirulentiegenen,
o.a. op basis van hun positie op de
koppelingskaart (positionele klo-
nering). Een beter inzicht in de
werking van avirulentiegenen is
belangrijk: waarom kunnen deze
genen in P. infestans zo snel mute-
ren en hoe leidt mutatie tot het
omzeilen van herkenning door re-
sistentie-eiwitten? De uitdaging
voor de toekomst is om deze ken-
nis optimaal te benutten voor
nieuwe veredelingstrategieën die
leiden tot duurzaam resistente
aardappelcultivars.
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